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Diare merupakan bertambahnya defekasi (buang air besar) lebih dari tiga kali
sehari, disertai dengan perubahan tinja menjadi cair dengan atau tanpa darah dalam waktu
24 jam. Dari beberapa penyebab diare, infeksi merupakan salah satu penyebab diare yang
disebabkan oleh beberapa bakteri yang terdapat pada saluran pencernaan seperti
Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Helicobacter, Clostridium difficile, Bacteroides
fragile, dan Campylobacter. Bakteri E. coli menempati urutan kedua sebagai penyebab
infeksi diare setelah rotavirus. Terapi infeksi yang disebabkan oleh bakteri selama ini
menggunakan antibakteri. Penggunaan antibakteri yang tidak tepat dapat menimbulkan
resistensi terhadap bakteri. Salah satu strategi yang dapat mengatasi resistensi adalah
dengan menemukan inovasi antibakteri dari bahan alam.

Salah satu tanaman dari genus Gardenia yang banyak tersebar di Indonesia adalah
Gardenia augusta Merr. G. augusta Merr. memiliki kekerabatan dengan Gardenia
coronia, Gardenia latifolia Ait. dan Gardenia gummifera Linn. Berdasarkan
kemotaksonomi dalam genus yang sama maka G. augusta Merr. diduga memiliki
kandungan metabolit sekunder dan aktivitas yang sama sehingga berpotensi sebagai
antibakteri. Namun, belum ditemukan data penelitian mengenai aktivitas antibakteri ekstrak
etanol daun G. augusta Merr.

Dalam penelitian ini dilakukan skrining fitokimia dan pembuktian ilmiah adanya
aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun G. augusta Merr terhadap E. coli. Skrining
fitokimia dilakukan untuk mengetahui metabolit sekunder yang terkandung di dalam
ekstrak etanol daun G. augusta Merr. kemudian dilakukan pengujian aktivitas antibakteri
ekstrak etanol daun G. augusta Merr. menggunakan metode difusi cakram dengan
gentamisin sebagai kontrol positif dan DMSO 10% sebagai kontrol negatif. Penggunaan
metode difusi cakram ditujukan untuk mengetahui aktivitas antibakteri dengan melihat
adanya zona bening di sekitar cakram.

Hasil skrining fitokimia menunjukkan metabolit sekunder yang terkandung di
dalam ekstrak etanol daun G. augusta Merr. adalah alkaloid, saponin, flavonoid, terpenoid,
polifenol, steroid dan tidak mengandung tanin. Pada uji aktivitas antibakteri
dengan metode difusi cakram menggunakan 4 seri konsentrasi yaitu 10, 20, 30, dan 40%
b/v menghasilkan diameter zona hambat berturut-turut sebesar 6,43+0,02, 7,35+0,05,
8,42+0,03, dan 9,45+0,04 mm. Hasil uji statistik One Way ANOVA diameter zona
hambat diperoleh nilai p=0,000. Hal ini menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
pada setiap konsentrasi yang diuji.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diare didefinisikan sebagai bertambahnya defekasi (buang air besar)
lebih dari tiga kali sehari, disertai dengan perubahan tinja menjadi cair dengan
atau tanpa darah dalam waktu 24 jam. Berdasarkan lamanya diare, diare
diklasifkasikan menjadi 3 yaitu diare akut, diare non akut, dan diare kronis. Diare
akut adalah diare yang terjadi dalam waktu kurang dari 14 hari. Diare non akut
adalah diare yang terjadi dalam waktu lebih dari 14 hari. Sedangkan diare kronis
adalah diare yang terjadi dalam waktu lebih dari 30 hari (Koda-Kimble, 2009).

Menurut Riset Kesehatan Dasar (2016), diare merupakan penyakit
endemis di Indonesia yang sering disertai dengan kematian serta memiliki potensi
KLB (Kejadian Luar Biasa). Jumlah penderita diare terus meningkat setiap
tahunnya. Berdasarkan data dari Riskesdas pada tahun 2015 prevalensi penderita
diare di fasilitas kesehatan sebesar 5.097.247 dan sekitar 4.017.861 diare yang
tertangani dengan prosentase sebesar 74,33%. Pada tahun 2016 prevalensi
penderita diare di fasilitas kesehatan sebesar 6.897.463, dan sekitar 2.544.084
diare yang tertangani dengan prosentase sebesar 26,9% (Riskesdas, 2017). Pada
tahun 2017 prevalensi penderita diare di fasilitas kesehatan sebesar 7.077.299, dan
sekitar 4.274.790 diare yang tertangani dengan prosentasi sebesar 60,4%
(Riskesdas, 2018). Jumlah ini meningkat dibandingkan dari data tahun 2015 dan
2016.

Dari beberapa penyebab diare, infeksi merupakan salah satu penyebab
diare yang disebabkan oleh beberapa bakteri yang terdapat pada saluran
pencernaan seperti Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Helicobacter,
Clostridium difficile, Bacteroides fragile, dan Campylobacter (Koda-Kimble,
2009). Pada penelitian Monem dkk. (2014) menyebutkan bahwa bakteri E. coli
menempati urutan kedua sebagai penyebab infeksi diare setelah rotavirus. Terapi

infeksi yang disebabkan oleh bakteri selama ini menggunakan antibakteri.
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Penggunaan antibakteri yang tidak tepat dapat menimbulkan resistensi
terhadap bakteri. Salah satu strategi yang dapat mengatasi resistensi adalah
dengan menemukan inovasi antibakteri dari bahan alam. Indonesia memiliki
berbagai ragam jenis tumbuhan. Hampir semua jenis tumbuhan dapat tumbuh di
Indonesia. Sekitar 9.600 spesies yang tumbuh di Indonesia dapat digunakan
sebagai obat dan kurang dari 300 spesies diantaranya digunakan untuk bahan obat
tradisional (Depkes RI, 2007). Tumbuhan mengandung metabolit sekunder
sehingga tumbuhan dapat digunakan sebagai obat. Banyak penelitian yang telah
membuktikan adanya aktivitas antibakteri yang berasal dari metabolit sekunder
tumbuhan. Beberapa metabolit sekunder tumbuhan antara lain terpenoid,
flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, terpenoid, dan glikosida. Metabolit sekunder
terpenoid (Mariajancyrani dkk., 2013), flavonoid (Sukadana, 2010), alkaloid
(Pfoze dkk., 2011), tanin (Doss dkk., 2009), dan saponin (Akinpelu dkk., 2014)
dilaporkan memiliki aktivitas sebagai antibakteri.

Tanaman famili Rubiaceae dari genus Gardenia merupakan salah satu
tanaman yang berpotensi memiliki aktivitas sebagai antibakteri. Penelitian
Chowdhury dkk. (2014) menunjukkan adanya aktivitas antibakteri ekstrak
metanol daun Gardenia coronia terhadap bakteri E. coli dengan konsentrasi 100
pg/mL, 200 pg/mL, 400 pg/mL, 500 pg/mL masing-masing menghasilkan
diameter zona hambat sebesar 11 mm, 12 mm, 13 mm, dan 15 mm menggunakan
metode difusi cakram. Penelitian Tamilselvi dkk. (2017) menunjukkan adanya
aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun Gardenia latifolia Ait. terhadap E. coli
dengan konsentrasi 200 pg/mL menghasilkan diameter zona hambat sebesar 8 mm
menggunakan metode difusi cakram. Penelitian (Vaibhavi dkk., 2016)
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri ekstrak etanol batang Gardenia
gummifera Linn. terhadap E. coli dengan konsentrasi 100 pg/mL, 200 pg/mL
masing-masing menghasilkan diameter zona hambat sebesar 12 mm dan 15 mm
menggunakan metode difusi sumuran.

Analisis fitokimia yang dilakukan oleh Uddin dkk. (2014) menunjukkan
adanya sejumlah metabolit sekunder yang terkandung di dalam ekstrak metanol

daun Gardenia jasminoides yaitu flavonoid, glikosida, alkaloid, tanin dan steroid.
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Penelitian Kumar dkk. (2017) menunjukkan adanya metabolit sekunder
flavonoid, glikosida, terpenoid, alkaloid, tanin, dan saponin yang terdapat di
dalam ekstrak etanol daun Gardenia gummifera Linn. Dari penelitian-penelitian
tersebut menunjukkan tanaman dari famili Rubiaceae dan genus Gardenia
berpotensi menjadi agen antibakteri.

Salah satu tanaman dari genus Gardenia yang banyak tersebar di Indonesia
adalah Gardenia augusta Merr. G. augusta Merr. berasal dari Jepang dan Cina.
Selain itu G. augusta Merr. biasa ditemukan sebagai tanaman hias di pekarangan
daerah pegunungan ketinggian 400 mdpl dan akan berbuah jika berada di
ketinggian sekitar 3.000 kaki dpl (Dalimartha, 2003). G. augusta Merr. memiliki
kekerabatan dengan Gardenia coronia, Gardenia latifolia Ait., dan Gardenia
gummifera Linn. Berdasarkan kemotaksonomi dalam genus yang sama maka G.
augusta Merr. diduga memiliki kandungan metabolit sekunder dan aktivitas yang
sama.

Berdasarkan uraian di atas, maka perlu dilakukan penelitian untuk
membuktikan secara ilmiah adanya aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol daun
G. augusta Merr. Penelitian diawali dengan skrining fitokimia dan dilanjutkan
dengan pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi cakram.
Skrining fitokimia yang dilakukan ditujukan untuk mengetahui metabolit
sekunder yang terkandung di dalam ekstrak etanol daun G. augusta Merr.
Sedangkan metode difusi cakram yang dilakukan untuk mengetahui adanya
aktivitas antibakteri ekstrak etanol G. augusta Merr. terhadap pertumbuhan E.

coli.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang di atas dapat dirumuskan beberapa

rumusan masalah sebagai berikut:

a.

Apakah ekstrak etanol daun G. augusta Merr. mengandung alkaloid, saponin,
flavonoid, polifenol, terpenoid, steroid dan tanin?

Apakah ekstrak etanol daun G. augusta Merr. memiliki aktivitas antibakteri
terhadap pertumbuhan E. coli?

Apakah terdapat perbedaan signifikan nilai diameter hambat setiap konsentrasi

ekstrak etanol daun G. augusta Merr.?

1.3 Tujuan Penelitian

Berdasarkan uraian rumusan masalah di atas, maka tujuan dari penelitian

ini sebagai berikut:

a.

Mengetahui kandungan alkaloid, saponin, flavonoid, polifenol, terpenoid,
steroid dan tanin di dalam ekstrak etanol daun G. augusta Merr.

Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun G. augusta Merr.
terhadap pertumbuhan E. coli dengan mengetahui nilai diameter zona hambat
ekstrak.

Mengetahui ada tidaknya perbedaan yang signifikan pada nilai diameter

hambat setiap konsentrasi ekstrak etanol daun G. augusta Merr.

1.4 Manfaat Penelitian

a.

Penelitian ini diharapkan mampu memberikan manfaat sebagai berikut:
Memberikan informasi kepada masyarakat tentang potensi daun G. augusta
Merr. sebagai agen antibakteri terhadap E. coli.

Sebagai dasar penelitian selanjutnya untuk pengembangan obat dari bahan
alam yang berpotensi sebagai antibakteri khususnya pengobatan alternatif

untuk diare.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Diare
Diare didefiniskan bertambahnya defekasi (buang air besar) lebih
dari tiga kali sehari, disertai dengan perubahan menjadi cair dengan atau tanpa
darah dalam waktu 24 jam. Berdasarkan lamanya diare, diare diklasifikasikan
menjadi 3 yaitu diare akut, diare non akut, dan diare kronis. Diare akut adalah
diare yang terjadi dalam waktu kurang dari 14 hari. Diare non akut adalah diare
yang terjadi dalam waktu lebih dari 14 hari. Sedangkan diare kronis adalah diare
yang terjadi dalam waktu lebih dri 30 hari (Koda-Kimble, 2009). Definisi lain
diare merupakan buang air besar sedikitnya tiga kali atau lebih dalam waktu 24
jam disertai salah satu gejala mual, muntah, kram perut, demam >38°C atau
kram perut (Al-Gallas dkk., 2007).
Adapun penyebab diare dapat dikelompokkan sebagai berikut:
a. Infeksi
Diare yang disebabkan karena infeksi diawali dengan proses adanya
mikroorganisme yang masuk ke dalam saluran pencernaan yang selanjutnya
berkembang di dalam usus dan mengakibatkan kemampuan fungsi usus
bekerja secara tidak optimal. Agen penyebabnya adalah bakteri (Shigella,
Salmonella, Escherichia coli), Virus (Rotavirus, Adenovirus), Parasit
(Protozoa= Enatmoeba histolytica, Giada lamblia, Balantidium coli; Cacing=
Blastissistis huminis, Ascaris, Trichuris).
b. Alergi makanan
Sebagian tubuh adakalanya tidak tahan terhadap makanan-makanan
tertentu, seperti alergi laktosa yang terkandung pada susu sapi.
c. Keracunan
Keracunan oleh bahan kimia maupun keracunan oleh bahan yang
dikandung dan  diproduksi oleh makhluk  hidup (seperti racun  yang
dihasilkan oleh alga, sayur-sayuran, ikan, buah-buahan, dan jasad renik) dapat
menyebabkan diare.
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d.

Malabsorbsi

Kegagalan usus dalam melakukan absorbsi dapat mengakibatkan
tekanan osmotik meningkat serta akan terjadi pergeseran air dan elektrolit
ke rongga usus, sehingga dapat meningkatkan ketidakmampuan usus
dalam menyerap zat-zat makanan tertentu dan kemudian akan menyebabkan
diare.
Sebab-sebab lain

Faktor perilaku yang menerapkan kebiasaan buang air besar di sungai,
ketersediaan air bersih yang tidak memadai juga dapat menyebabkan diare
(Depkes RI, 2011).

Berdasarkan Dipiro dkk. (2009) penggolongan obat diare secara garis

besar adalah sebagai berikut:

a.

b.

C.

d.

Antimotilitas merupakan obat-obatan yang dapat menghambat pergerakan
usus sehingga frekuensi diare berkurang. Contoh obat golongan antimotilitas
adalah loperamide, difenoxin, dan diphenoxylate.

Absorben merupakan obat-obatan yang dapat menyerap air, racun, dan
meningkatkan kekentalan tinja. Contoh obat golongan absorben adalah
attalpulgit dan kaolin-pektin.

Antisekretori merupakan obat-obatan yang berkerja dengan menghambat
sekresi serta meningkatkan absorbsi elektrolit pada usus ke jaringan sehingga
sekresi elektrolit manjadi normal. Contoh obat golongan antisekretori adalah
bismuth subsalicylate dan enzim (laktase).

Antibiotik merupakan obat-obatan yang digunakan pada diare yang
disebabkan karena adanya infeksi bakteri. Fungsi antibiotik adalah untuk
membunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri. Contoh obat golongan
antibiotik adalah nifural.
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2.2 Tinjauan Bakteri Escherichia coli
Berikut merupakan klasifikasi dari bakteri E. coli:

Kingdom : Bacteria

Sub Kingdom: Nagibacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacter

Ordo : Enterobacteriales

Famili : Enterobbactericeae

Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli (ITIS, 2017).

E. coli merupakan bakteri gram negatif berbentuk silinder, berspora, dan
membentuk koloni halus dengan tepi yang jelas. Morfologi E. coli dapat dilihat
pada gambar 2.1. Ciri-ciri bakteri E. coli memberikan hasil positif ketika dites
lisin dekarboksilasi, diol dan fermentasi manitol serta menghasilkan gas yang
berasal dari glukosa (Jawetz dkk., 2007). Bakteri E. coli mempunyai ukuran 1-2
mikron X 30-30 mikron (1 mikron = 0,001 mm) dan dapat tumbuh dengan
mudah pada suhu 37°C (Wiwanitkit, 2011).

Gambar 2.1 Bakteri Escherichia coli (Sumber: Manning, 2010)

E. coli merupakan bakteri yang dapat tumbuh dengan optimum pada suhu
20-45°C dan pada pH 5,5-8. E. coli memiliki suhu pertumbuhan maksimum 40-
45°C, di atas suhu tersebut bakteri akan mengalami inaktivasi (Jawetz dkk.,

2007). E. coli juga merupakan penyebab umum terjadinya ISK (Infeksi Saluran


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Kemih) £90% pada perempuan muda di Indonesia dengan gejala frekuensi
kencing disuria, hematuria dan pyuria. Selain itu E. coli juga menyebabkan diare.
Berdasarkan sifat virulensinya, diare dibedakan menjadi lima yaitu
Enterotoxigenic E. coli (ETEC) atau penyebab umum treveler diare,
Enteropatogenic E. coli (EPEC) atau penyebab utama di negara berkembang yang
ditandai dengan diare berair, Enteroaggreagtive E. coli (EAEC) atau penyebab
diare kronis dengan durasi lebih dari 14 hari, Enteroinvasive E. coli (EIEC)
menghasilkan  penyakit dengan menginvasi sel epitel mukosa usus, dan
Enterohemmoragic E. coli (EHEC) yang dikaitkan pendarahan pada kolitis
(Jawetz dkk., 2013).

2.3 Tinjauan Antibakteri

Antibakteri merupakan obat yang dapat menghambat pertumbuhan atau
membunuh bakteri, khususnya bakteri yang dapat merugikan manusia. Bahan
antibakteri adalah bahan yang dapat menggangu pertumbuhan ataupun bahkan
membunuh bakteri. Aktivitas antibakteri dibagi menjadi dua macam, yaitu
aktivitas bakterisidal yang dapat membunuh bakteri dan aktivitas bakteriostatik
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri (Barreto, 2005). Berdasarkan
spektrum dari aktivitasnya agen antibakteri dibedakan menjadi spektrum luas dan
spektrum sempit. Antibakteri spektrum luas adalah antibakteri yang dapat
melawan bakteri patogen gram positif maupun bakteri gram negatif. Sedangkan
antibakteri spektrum sempit adalah antibakteri yang hanya dapat melawan bakteri
gram positif atau antibakteri yang hanya melawan bakteri gram negatif (Ullah
dkk., 2017). Berdasarkan mekanisme kerjanya, antibakteri terbagi dalam 4
kelompok yaitu antibakteri yang mengganggu metabolisme sel, antibakteri yang
menghambat sintesis dinding, antibakteri yang menghambat fungsi membran,
antibakteri yang mengganggu sintesis dan antibakteri yang menghambat sintesis
asam nukleat (Talaro, 2009).

Antibakteri yang umum digunakan vyaitu penisilin, sefalosporin, dan

aminoglikosida. Penisilin digolongkan sebagai obat golongan beta-laktam karena
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mempunyai cincin laktam dengan 4 anggota. Mekanisme kerja penisilin adalah
menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara menghambat sintesis dinding
sel. Secara kimiawi penisilin mempunyai mekanisme kerja dan toksisitas yang
serupa dengan sefalosporin. Akan tetapi sefalosporin lebih stabil daripada
penicillin terhadap banyak bakteri beta-laktamase. Sedangkan aminoglikosida
merupakan antibakteri bakteriosid yang larut dalam air dan stabil dalam larutan.
Aminoglikosida memiliki mekanisme kerja menghambat sintesis protein yang
bersifat irreversible sehingga menghambat pertumbuhan bakteri. Salah satu

golongan aminoglikosida adalah gentamisin (Katzung, 2004).

2.4 Tinjauan G. augusta Merr.
2.4.1 Klasifikasi Tanaman G. augusta Merr.
Tumbuhan G. augusta Merr. ditunjukkan pada Gambar 2.2 dan
klasifikasinya adalah sebagai berikut:
Kingdom : Plantae
Sub Kingdom : Vridiplantae
Super Divisi  : Embryophyta
Sub Divisi  : Spermatophyta
Kelas : Magnoliopsida

Super Ordo  : Asteranae

Ordo : Gentianales
Famili : Rubiaceae
Genus : Gardenia

Spesies : Gardenia augusta Merr.
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Sinonim : Gardenia jasminoides
Gardenia angusta Merr. (ITIS, 2017).

Gambar 2.2 Tanaman Gardenia augusta Merr. (Dalimartha, 2003)

2.4.2 Morfologi dan Habitat Tanaman G. augusta Merr.

Tanaman G. augusta Merr. merupakan tanaman perdu tegak yang
memiliki tinggi 1-2 meter, mempunyai batang bulat dan berkayu, bercabang,
ranting muda, dan daunnya berlapis lilin. Letak daun berhadapan atau berkarang
3, tebal, licin seperti kulit, bertangkai pendek, bentuknya elips atau bulat telur,
ujung dan pangkalnya runcing. Tepi rata, permukaan atas mengkilap, panjang
daun 4,5-13 cm, lebar daun 2-5 cm, warnanya hijau tua. Bunga tunggal,
bertangkai pendek, warnanya putih, dan baunya harum. Buah bentuknya bulat
telur, kulitnya tipis, mengandung pigmen berwarna kuning, dan berbiji minyak.

G. augusta Merr. berasal dari Jepang dan Cina. Kemudian tanaman G.
augusta Merr. mengalami persebaran ke daerah-daerah tropik lainnya hingga ke
Asia Tenggara. Persebaran tanaman ini di Indonesia meliputi Sumatera, Maluku,
Bali, dan Jawa. Tanaman ini dapat ditemukan sebagai tanaman hias di
perkarangan daerah dengan ketinggian 400 mdpl dan akan berbuah jika berada di
ketinggian 3000 kaki dpl (Dalimartha, 2003).

2.4.3 Nama Daerah Tanaman G. augusta Merr.
Tanaman G. augusta Merr. mempunyai beberapa nama daerah yaitu

meulu break, raja putih (Sumatera); kaca piring (sunda); kacapiring, peciring,
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cepiring, ceplokpiring (Jawa); kacapiring, sangklapa (Nusa Tenggara); dan
Jempiring (Bali) (Dalimartha, 2003).
2.4.4 Kandungan Kimia Tanaman G. augusta Merr.

Buah G. augusta Merr. mengandung minyak atsiri, gardenin (C14H1206
atau Cy3H30010), gardenosid, geniposid (genipin-1-glukoside), genipin-1-p-D-
gentiobioside, gardoside (8,10-dehydrologanin), scandoside methyl ester,
glikosid, B-sitosterol, a-mannitol, nonacosane, krosetin, krosin (CssHgsO24),
klorogenin, tanin, dan dekstros. Gardenin merupakan kristal berwarna kuning
emas, larut dalam alkohol dan kloroform. Kulit buah mengandung ursolic acid.
Daun mengandung saponin, flavonoid, polifenol, dan minyak atsiri (Dalimartha,
2003).

2.4.5 Kbhasiat Tanaman G. augusta Merr.

Buah kaca piring berkhasiat sebagai antiinflamasi, peluruh dahak,
peluruh kencing (diuretik), penawar racun (detoksikan), penghenti perdarahan
(hemostatis), meningkatkan fungsi hati dan menenangkan (sedatif), melancarkan
aliran empedu. Akar dan bunganya berkhasiat untuk peluruh haid. Sedangkan
daun kaca piring berkhasiat untuk mengatasi sesak napas, demam, tekanan darah

tinggi (hipertensi) dan sariawan (Dalimartha, 2003).

2.5 Metode Ekstraksi

Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat
aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut yang
sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau
serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah
ditetapkan (Putra dkk., 2014).

Berdasarkan prinsipnya, proses ekstraksi akan terjadi ketika terdapat
kesamaan sifat kepolarannya. Senyawa yang memiliki sifat polar maka senyawa
tersebut akan larut dalam pelarut polar, begitu juga sebaliknya. Hal —hal yang
harus diperhatikan dalam pemilihan pelarut adalah toksisitas, selektivitas pelarut,
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kemudahan untuk diuapkan, kemudahan dalam mendapatkannya dan harga yang
ekonomis (Harborne, 2006).

Metode ekstraksi dibagi menjadi dua cara yaitu cara dingin dan cara
panas (Depkes RI, 2000) :
1. Cara Dingin

a. Maserasi adalah cara ekstraksi yang sederhana, maserasi dilakukan

dengan cara merendam serbuk sampel pada pelarut. Pelarut akan
menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung
zat aktif sehingga zat aktif akan larut.
Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi dengan cara maserasi selama 2-3
hari dan dilanjutkan dengan remaserasi dengan dua kali penggantian
pelarut dengan beberapa kali pengadukan pada suhu ruang. Kekurangan
metode ekstraksi yaitu membutuhkan waktu yang lama dibandingkan
refluks dan soxhlet, serta ekstrak air yang dihasilkan pada metode
maserasi akan cepat rusak dan bau (Putra dkk., 2014). Sedangkan
keuntungan dari metode ekstraksi adalah metodenya sederhana, caranya
mudah, dan tidak perlu pemanasan sehingga kecil kemungkinan bahan
alam akan rusak (Susanty dan Bachmid, 2016). Selain itu Ekstraksi
biasanya dilakukan dengan maserasi karena maserasi menghasilkan
rendemen ekstraksi yang tinggi (Saifudin, 2014).

b. Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai
sempurna (exhaustive extraction) yang umumnya dilakukan pada
temperatur ruangan. Proses ini terdiri dari tahapan pengebangan bahan,
tahap maserasi antara, tahap perkolasi sebenarnya (penetesan/penampu
ngan ekstrak), terus menerus sampai diperoleh ekstrak (perkolat) yang
jumlahnya 1-5 kali bahan.

2. Cara Panas

a. Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya,
selama waktu tertentu dan jumLah pelarut terbatas yang relatif konstan
dengan adanya pendingin balik. Umumnya dilakukan pengulangan proses
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pada residu pertama sampai 3-5 kali sehingga dapat termasuk proses
ekstraksi sempurna.

b. Soxhlet adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang
umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu
dengan jumLah pelarut relatif konstan dengan adanya pendingin balik.

c. Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada
temperatur yang lebih tinggi dari temperatur ruangan (kamar), yaitu secara
umum dilakukan pada temperatur 40 - 50°C.

d. Infus adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air
(bejana infus tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur
96-98°C) selama waktu tertentu (15 - 20 menit).

e. Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama (~30°C) dan temperatur
sampai titik didih air.

2.6 Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia adalah metode yang dilakukan untuk mengetahui
metabolit sekunder yang terkandung di dalam sampel yang diteliti. Metode
skrining ini tergolong cepat, sederhana, dan dapat menegaskan metabolit sekunder
yang terdapat di dalam sampel (Puspitasari dkk., 2013). Skrining fitokimia dapat
dilakukan dengan tube test (reaksi warna dan pengendapan) dan uji KLT
(Kromatografi Lapis Tipis). Uji tabung dapat dilakukan dengan mereaksikan
ekstrak dengan reagen tertentu. Sedangkan uji penegasan KLT dilakukan dengan
menotolkan larutan ekstrak di atas lempeng KLT dan mengeluasi lempeng
tersebut dalam fase gerak yang cocok, sehingga metabolit sekunder dapat
terpisah berdasarkkan tingkat kepolarannya dengan membentuk suatu noda
(Wagner, 1996).
a. Deteksi senyawa alkaloid: pengujian senyawa alkaloid dilakukan dengan tiga
reagen yaitu reagen Wagner, Mayer, dan Dragendroff. Pada reagen Wagner,
ion logam K" akan membentuk ikatan kovalen koordinasi dengan alkaloid

sehingga membentuk kompleks kalium-alkaloid yang mengendap berwarna
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coklat. Pada reagen Mayer, nitrogen yang terdapat pada alkaloid akan
bereaksi dengan ion logam K* dari kalium tetraidomerkurat (1) dan
membentuk kompleks kalium-alkaloid yang mengendap berwarna putih. Pada
pereaksi Dragendroff, ion logam K" akan membentuk ikatan kovalen
koordinasi dengan alkaloid sehingga membentuk kompleks kalium-alkaloid
yang mengendap berwarna jingga (Nafisah dkk., 2014).

Deteksi senyawa flavonoid: pengujian flavonoid dapat diidentifikasi melalui
uji asetat dan uji alkalin. Uji asetat dilakukan dengan menambahkan larutan
timbal asetat pada sampel yang kemudian akan terbentuk endapan berwarna
kuning menunjukkan adanya senyawa flavonoid. Sedangkan uji alkalin
dilakukan dengan menggunakan larutan natrium hidroksida. Pembentukan
warna kuning intensif dengan penambahan asam encer yang menunjukkan
adanya flavonoid (Nafisah dkk., 2014).

Deteksi senyawa saponin: pengujian senyawa saponin pada umumnya
menggunakan metode Forth (uji buih dan busa). Metode ini merupakan
metode yang sederhana untuk menunjukkan adanya senyawa saponin. Uji
saponin menunjukkan hasil positif apabila setelah dikocok dan didiamkan
terdapat busa yang stabil atau bertahan selama 2-4 menit (Nafisah dkk.,
2014).

Deteksi tanin: pengujian senyawa tanin dilakukan dengan menambahkan
FeCls. Tanin merupakan golongan fenolik yang memiliki gugus hidrksl (OH)
dan cincin aromatik. Ketika ekstrak ditambahkan dengan FeCl; maka FeCls
akan bereaksi dengan salah satu gugus hidroksil pada senyawa tanin.
Sehingga warna ekstrak yang dihasilkan berwarna hijau tua kehitaman yang
menunjukkan adanya senyawa tanin pada ekstrak (Puspita dkk., 2013).

Deteksi senyawa glikosida: pengujian senyawa glikosida dilakukan dengan uji
Bontrager dimodifikasi dan uji Law’s. Pada pengujian Bontrager dimodifikasi,
pembentukan warna merah muda dilapisan amoniak yang menunjukkan
adanya glikosida antranol. Sedangkan uji Law’s, terbentuknya warna merah
muda hingga merah darah menunjukkan adanya glikosida jantung (Tiwari
dkk., 2011).
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Deteksi steroid dan terpenoid: pengujian senyawa steroid dan terpenoid
dilakukan dengan uji Liebermann Burchard. Ketika ekstrak berubah warna
menjadi warna biru, maka ekstrak mengandung senyawa steroid. Sedangkan
apabila berwarna hijau, maka ekstrak mengandung senyawa triterpenoid
(Nafisah dkk., 2014).

Adapun beberapa senyawa metabolit sekunder yang mempunyai aktivitas

antibakteri dari tumbuhan antara lain senyawa alkaloid; terpenoid dan minyak

atsiri; lesitin dan polipeptida; fenolik dan polifenol (polifenol sederhana, kuinon,

asam fenolat, tannin, kumarin, flavon, flavonoid dan flavonol) (Ciocan dan Bara,
2007; Kumar dan Pandey, 2013).

2.7 Metode Pengujian Antibakteri

Metode uji antibakteri dilakukan untuk mengetahui adanya aktivitas

senyawa terhadap pertumbuhan bakteri. Adapun beberapa metode yang dapat

digunakan dalam pengujian aktivitas antibakteri adalah sebagai berikut (Balouiri
dkk., 2016):

a.

Metode Difusi: metode ini dapat dilakukan dengan metode difusi cakram
ataupun metode difusi sumuran. Kedua metode difusi ini dilakukan dengan
cara menanam mikroba di dalam media agar padat yang sesuai. Kemudian
mikroba diletakkan di atas media. Metode difusi sumuran dilakukan dengan
memasukkan senyawa uji ke dalam lubang sumuran yang telah dibuat pada
media. Sedangkan pada metode difusi cakram dilakukan dengan meletakkan
kertas cakram yang telah diberi larutan uji di permukaan media. Media yang
telah berisi bakteri dan larutan uji kemudian diinkubasi pada suhu 36-37°C
selama 18-24 jam. Aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan adanya zona
bening disekitar lubang ataupun disekitar kertas cakram. Besarnya diameter
zona bening tersebut dapat menunjukkan kekuatan antibakteri.

Metode Dilusi: metode dilusi dilakukan dengan pengenceran tabung atau

pengenceran agar. Cara pengenceran dalam tabung dilakukan dengan
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mengencerkan senyawa uji dengan media cair menjadi kelipatan
setengahnya. Pengenceran agar dilakukan dengan menggunakan satu seri
lempeng agar dengan konsentrasi senyawa uji yang berbeda. Kemudian
diinokulasi dengan suspensi bakteri selama 24 jam dengan suhu 36-37°C.
Adanya aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan membandingkan kekeruhan
atau pertumbuhannya dengan adanya kontrol.

Metode Bioautografi: metode ini dapat dilakukan dengan bioautografi
kontak ataupun dengan bioautografi langsung. Bioautografi kontak dilakukan
dengan menggunakan prinsip difusi senyawa yang terpisah dengan
kromatografi lapis tipis (KLT) dan kromatografi kertas (KK). Sedangkan
bioautografi langsung dilakukan dengan mengamati daerah hambatannya
secara langsung pada lempeng kromatografi yang sebelumnya disemprot

dengan suspensi bakteri.
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini merupakan true experimental laboratories yang
bertujuan untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder dan aktivitas antibakteri
dengan mengukur diameter zona hambat ekstrak etanol daun G. augusta Merr.
terhadapat pertumbuhan E. coli.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Fitokimia dan Laboratorium
Mikrobiologi dan Bioteknologi Farmasi bagian Biologi Farmasi Fakultas
Farmasi Universitas Jember pada bulan Mei 2019 hingga bulan Agustus 20109.

3.3 Alat dan Bahan Penelitian
3.3.1 Alat

Alat-alat yang digunakan adalah timbangan analitik (Sartonius CP224S),
seperangkat alat KLT (Kromatografi Lapis Tipis), pinset, blender, serangkaian
rotary evaporator (Heidolph), oven (Memmert), hot plate, seperangkat alat gelas
(tabung reaksi, beaker glass, erlenmeyer, cawan petri, erlenmeyer, gelas ukur,
pipet ukur), spatula logam, jarum ose, magnetic stirrer, rak tabung reaksi, bunsen,
microtip, alumunium foil (Klin-pak), vortex (Labnet), waterbath, inkubator
(Gallenkamp), desikator, autoklaf (ALP), kertas saring, micropipet (Soxorex),
blank disc, swab, jangka sorong, dan laminar air flow (Airtech).
3.3.2 Bahan

Tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun G. augusta
Merr. yang diambil secara acak di Desa Sukoreno Kecamatan Umbulsari
Kabupaten Jember. Pelarut yang digunakan untuk maserasi adalah etanol 96%.
Bakteri uji yang digunakan adalah E. coli ATCC 25922. Media pertumbuhan
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yang digunakan adalah Muller Hinton Agar (MHA) dan Nutrient Agar (NA).
Bahan kimia yang digunakan untuk skrining fitokimia adalah pereaksi Mayer,
pereaksi Wagner, pereaksi Dragendroff, HCI pekat, HCI encer, air, N-heksana,
NaCl 10%, butanol, metanol, etil asetat, etanol 96%, kloroform, serbuk
magnesium, gelatin, aseton, toluena, asetat anhidrad, H,SO, pekat dan FeCls.
Antibiotik pembanding yang digunakan adalah cakram gentamisin. Bahan yang
digunakan untuk uji antibakteri adalah Nutrient Agar (NA), Mueller Hinton Agar
(MHA), NaCl fisiologis 0,9%, McFarland 0,5 (BaCl, 1% dan H,SO4 1%), dan
dimetil sulfoksida (DMSQO) 10%.

3.2 Rancana Penelitian

Rancangan penelitian yang dilakukan adalah the post test control only
group design. Rancangan penelitian yang dilakukan yaitu uji difusi cakram. Pada
uji  difusi cakram didiukur diameter zona hambatnya. Rancangan penelitian

ditunjukkan pada gambar 3.1.

1 K1 H zH1 |__
H K2 H zH2 |
K3 ZH3 .
1 H | — Analisis Data
H k4 H zH4 |
1 K+ H zH+ |
—x H z= |
Gambar 3.1 Rancangan skematis penelitian
Keterangan:
S = Sampel ekstrak etanol daun G. augusta Merr.
P = Kelompok perlakuan
K = Kelompok kontrol
K1-K4 = Konsentrasi larutan uji (10%, 20%,30%, 40%)
K+ = Kontrol positif (Cakram Gentamisin 10 pug)
K- = Kontrol negatif (DMSO 10%)
ZH1-ZH4 = Hasil data diameter zona hambat larutan uji
D+ = Hasil data diameter zona hambat kontrol positif

D- = Hasil data diameter zona kontrol negatif
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3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada pengujian aktivitas antibakteri ini adalah ekstrak
etanol daun G. augusta Merr. dalam empat konsentrasi yaitu 10%, 20%, 30% dan
40%).
3.5.2  Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian uji aktivitas antibakteri adalah diameter
zona hambat.
3.5.2 Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian adalah ekstrak etanol daun G. augusta
Merr. yang dimaserasi dengan etanol 96%, metode difusi, prosedur penelitian,

prosedur pengujian, waktu inkubasi, dan cara pengukuran diameter zona hambat.

3.6 Definisi Operasional
Definisi operasional pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Daun G. augusta Merr. diambil secara acak pada 2 tanaman dewasa di
Desa Sukoreno Kecamatan Umbulsari Kabupaten Jember pada bulan Mei
2019.

2. Ekstrak etanol daun G. augusta Merr. adalah ekstrak etanol daun G. augusta
Merr. yang diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut
etanol 96%.

3. Identifikasi metabolit sekunder dari ektrak etanol daun G. augusta Merr.
menggunakan tube test (reaksi warna dan pengendapan) dan KLT
(Kromatografi Lapis Tipis) untuk mengetahui metabolit sekunder yang
terkandung di dalam ekstrak.

4. Zona hambat ekstrak etanol daun G. augusta Merr. adalah kemampuan
ekstrak dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Zona hambat diukur sebagai
diameter zona hambat yaitu zona bening yang terdapat disekitar cakram
dengan menggunakan alat bantu jangka sorong.
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3.7 Prosedur Kerja

Prosedur kerja penelitian dimulai dari persiapan alat dan bahan hingga
pengujian aktivitas antibakteri meliputi sebagai berikut:
3.7.1 Identifikasi tanaman (Determinasi)

Determinasi tanaman G. augusta Merr. dilakukan oleh Laboratorium
Tanaman Politeknik Negeri Jember. Determinasi dilakukan untuk membuktikan
bahwa pengambilan bahan utama yang akan digunakan pada analisis skrining
fitokimia dan uji aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan E. coli adalah valid.
3.7.2 Pembuatan simplisia

Daun segar G. augusta Merr. yang dipilih secara acak. Daun G. augusta
Merr. disortir terlebih dahulu untuk dipisahkan dari daun yang kurang baik.
Setelah itu daun dicuci untuk menghilangkan kotoran yang melekat. Kemudian
daun dirajang untuk mempermudah proses penggilingan dan pengeringan.
Selanjutnya daun dikeringkan pada udara terbuka dan dioven dengan suhu +40-
50°C hingga diperoleh simplisia daun G. augusta Merr. Setelah diperoleh
simplisia, simplisia dihaluskan menggunakan mesin penghancur sampai terbentuk
serbuk. Serbuk yang diperoleh ditimbang 200 gram untuk dilakukan proses
ekstraksi.

3.7.3 Pembuatan ekstrak daun G. augusta Merr.

Ekstraksi dilakukan dengan cara maserasi. Serbuk sampel 200 gram
dimasukkan ke dalam maserator kemudian direndam dengan pelarut etanol 96%
(perbandingan 1:10) sebanyak 2 liter selama 3 hari dilakukan pengadukan setiap
24 jam. Selanjutnya, maserat diperas dan dipisahkan dari residunya menggunakan
kertas saring dengan corong buchner. Kemudian residunya dimasukkan kembali
ke dalam maserator dan ditambahkan sisa pelarut dari hasil evaporator untuk
dilakukan remaserasi. Hasil filtrat yang telah disaring selanjutnya diuapkan
menggunakan rotary evaporator. Setelah itu ekstrak diuapkan menggunakan oven

dengan suhu 45°C.
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3.7.4  Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui metabolit sekunder atau
golongan senyawa yang terkandung di dalam ekstrak. Pada penelitian ini
dilakukan skrining fitokimia berdasarkan Harborne (1984) sebagai berikut :
1) Identifikasi Metabolit Sekunder Golongan Alkaloid
a. Penyiapan Sampel
Ekstrak etanol daun G. augusta Merr. sejumlah 0,3 gram ditambah dengan
5 mL HCI 2N dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kemudian dipanaskan
di atas penangas air selama 2-3 menit sambil diaduk. Setelah dingin
ditambahkan 0,3 gram NaCl lalu diaduk hingga homogen dan disaring.
Filtrat yang diperoleh ditambahkan 5 mL HCI 2 N dibagi menjadi 4 bagian
yakni sebagai larutan 1A, 1B, 1C, dan 1D.
b. Reaksi Pengendapan
Larutan 1A sebagai blanko. Larutan 1B ditambah dengan pereaksi
Dragendorf, larutan 1C ditambah dengan pereaksi Mayer dan larutan 1D
ditambah dengan pereaksi Wagner. Hasil uji dinyatakan positif apabila
terdapat endapan berwarna merah jingga untuk pereaksi Dragendorf,
endapan berwarna putih untuk pereaksi Mayer dan endapan berwarna
coklat untuk pereaksi Wagner.
c. Kromatografi Lapis Tipis
Larutan 1D ditambah NH,OH 28% sampai larutan menjadi basa. Setelah
itu ditambahkan 5 mL kloroform dan disaring. Filtrat diuapkan hingga
kering dan kemudian dilarutkan dalam metanol. Setelah itu dilakukan
pengujian dengan metode KLT menggunakann fase diam berupa Keisel
gel GFys,4 fase gerak berupa etil asetat: metanol: air (9:2:2) dan
penampak nodanya berupa pereaksi Dragendrorf. Jika timbul warna jingga
maka terdapat alkaloid di dalam ekstrak.
2) ldentifikasi Metabolit Sekunder Golongan Saponin, Triterpenoid, dan Steroid.
a. Uji Buih
Ekstrak etanol daun G. augusta Merr. sejumlah 0,3 gram dimasukkan ke

dalam tabung reaksi, kemudian ditambah aquades sebanyak 10 mL,
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dikocok kuat selama 30 detik. Uji buih dinyatakan positif mengandung
saponin apabila terjadi buih yang stabil selama lebih dari 30 menit dengan
tinggi 3 cm di atas permukaan cairan.
. Reaksi Warna
Ekstrak etanol daun G. augusta Merr. sejumlah 0,3 gram dilarutkan ke
dalam 15 mL etanol, lalu dibagi menjadi tiga bagian masing-masing 5 mL
sebagai larutan 2A, 2B, dan 2C. Larutan 2A digunakan sebagai blanko
dan larutan lainnya digunakan untuk pengujian.
1. Uji Libermann-Burchard
Larutan 2B ditambah 3 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes H,SO,
pekat, lalu dikocok perlahan dan diamati terjadinya perubahan warna.
Apabila terjadi warna hijau biru maka menunjukkan adanya saponin
steroid, apabila terjadi warna merah ungu maka menunjukkan adanya
triterpen steroid dan apabila terjadi warna kuning maka menunjukkan
adanya saponin jenuh.
2. Uji Salkowski
Larutan 2C ditambah dengan 1-2 mL H,SO, pekat melalui dinding
tabung reaksi. Adanya steroid tak jenuh ditandai dengan timbulnya
cincin berwana merah.
. Identifikasi dengan menggunakan KLT
Sejumlah 0,5 gram ekstrak ditambah 5 mL HCI 2N, didihkan dan ditutup
corong berisi kapas basah selama 2 jam untuk menghidrolisis saponin.
Larutan didinginkan dan dinetralkan dengan ammonia. Kemudia
dilakukan ekstraksi dengan 3 mL n-heksana sebanyak 3 kali. Selanjutnya
larutan diuapkan sampai 0,5 mL lalu ditotolkan pada pelat KLT dengan
kondisi analisis fase diam berupa Keisel gel GF,s4, fase gerak berupa n-
heksana: etil asetat (4:1) dan penampak noda berupa anisaldehida asam
sulfat dan dipanaskan. Jika terjadi perubahan warna merah ungu maka
menunjukkan adanya sapogenin. Sedangkan untuk identifikasi terpenoid
dan steroid bebas dilakukan pengambilan sedikit ekstrak yang kemudian

ditambahkan beberapa tetes etanol, diaduk sampai larut dan ditotolkan
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pada pelat KLT dengan kondisi analisis fase diam berupa Keisel gel GFsg4,

fase gerak berupa n-heksana: etil asetat (4:1) dan penampak noda berupa

anisaldehida asam sulfat dan dipanaskan. Adanya terpenoid atau steroid

bebas ditunjukkan dengan terjadinya warna merah ungu atau ungu.

3) Identifikasi Metabolit Sekunder Golongan Flavonoid
a. Reaksi Warna

Ekstrak etanol daun G. augusta Merr. sejumlah 0,3 gram dikocok dengan

3 mL n-heksana hingga tidak berwarna. Kemudian residu dilarutkan

dalam etanol dan dibagi menjadi 4 bagian, masing-masing dinyatakan

sebagai larutan 3A,3B, 3C, dan 3D. Larutan 3A digunakan sebagai blanko

dan larutan lainnya digunakan sebagai larutan uiji.

1. Uji Bate-Smith dan Metcalf
Larutan 3B ditambahkan dengan 0,5 mL HCI pekat dan diamati
perubahan warnanya. Kemudan dipanaskan di atas penangas air dan
diamati lagi perubahan warna yang terjadi. Apabila perlahan-lahan
terjadi perubahan warna menjadi warna merah terang atau ungu maka
menunjukkan adanya senyawa leukoantosianin.

2. Uji Wilstater
Larutan 3C ditambah 0,5 mL HCL pekat dan 4 potong magnesium.
Kemudian amati perubahan warna yang terjadi. Diincerkan dengan 0,5
mL aquades dan 1 mL butanol. Kemudian diamati warna yang terjadi
di setiap lapisan. Perubahan warna merah jingga maka menunjukkan
adanya flavon, perubahan merah pucat maka menunjukkan adanya
flavonol dan perubahan berwarna merah tua maka menunjukkan adanya
flavanon.

b. Identifikasi dengan menggunakan KLT

Larutan 3D ditotolkan pada fase diam. Uji KLT ini menggunakan kondisi

analisis fase diam berupa Kiesel gel GF,s4 fase gerak berupa butanol: asam

asetat glasial: air (4:1:5), dan penampak noda berupa uap ammonia. Jika

terdapat noda berwarna kuning intensif maka menunjukkan adanya

senyawa flavonoid.
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4) Identifikasi Metabolit Sekunder Golongan Polifenol dan Tanin
a. Reaksi Warna

Sejumlah 0,3 gram ekstrak etanol daun G. augusta Merr. dimasukkan ke

dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 10 mL aquades panas dan

diaduk hingga homogen . Setelah itu dibiarkan hingga temperatur kamar.

Sampel ditambahkan 3-4 tetes 10% NaCl yang selanjutnya diaduk dan

disaring. Filtrat dibagi menjadi 3 bagian masing-masing +3 mL yaitu

larutan 4A, 4B, dan 4C. Larutan 4A digunakan sebagai blanko dan larutan

lainnya digunakan sebagai larutan uji.

1) Uji Gelatin
Pada larutan 4B ditambahkan dengan sedikit gelatin dan 5 mL larutan
NaCl 10%. Jika terjadi endapan berwarna putih setelah penambahan
gelatin maka menunjukkan adanya tanin.

2) Uji Ferriklorida
Pada larutan 4C ditambahkan beberapa tetes FeCls, kemudian diamati
perubahan warna yang terjadi. Jika terjadi perubahan warna hijau
kehitaman maka menunjukkan adanya tanin. Jika pada penambahan
gelatin dan NaCl tidak timbul endapan, tetapi ditambahkan dengan
larutan FeCl; menimbulkan warna hijau biru hingga hitam maka
menunjukkan adanya senyawa polifenol.

b. Identifikasi dengan menggunakan KLT

Larutan 4A ditotolkan pada fase diam. Uji KLT ini menggunakan kondisi

analisis fase diam berupa Keisel gel GF,s4, fase gerak berupa kloroform:

etil asetat (1:9) dan penampak noda berupa FeCls. Jika terdapat noda

hitam maka menunjukkan adanya senyawa polifenol pada ekstrak.
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3.8 Uji Aktivitas Antibakteri
3.8.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Semua alat dan bahan yang akan digunakan selama proses persiapan
hingga pengujian aktivitas antibakteri disiapkan. Kemudian alat dan bahan
dibungkus dengan kertas coklat untuk selanjutnya disterilisasi. Sterilisasi
dilakukan dengan memasukkan bahan dan alat ke dalam autoklaf yang telah diatur
pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi selama 15 menit. Alat yang tidak tahan
terhadap pemanasan uap dapat disterilisasi menggunakan oven, alkohol dan
pemijaran.

3.8.2 Pembuatan Media
a. Nutrien Agar (NA)

Pembuatan media Nutrien Agar (NA) dilakukan untuk media peremajaan
dan biakan bakteri. Sejumlah 1,15 gram NA dicampur dengan 50 mL aquades
steril di dalam erlenmeyer. Kemudian media dipanaskan hingga mendidih dan
larut. Setelah larut, sebanyak 5 mL media NA dituang pada tabung reaksi steril
untuk media biakan bakteri. Lalu media NA disterilisasi menggunakan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit. Media NA dalam tabung reaksi dimiringkan
30-45° agar terbentuk media agak miring. Kemudian media NA didinginkan dan
dimasukkan ke dalam lemari es.

b. Mueller Hinton Agar (MHA)

Pembuatan media Mueller Hinton Agar (MHA) dilakukan untuk membuat
media uji. Sebanyak 1,9 gram MHA dicampur dengan 50 mL aquade steril di
dalam erlenmeyer. Kemudian media MHA diaduk dan dipanaskan hingga
mendidih dan larut. Setelah larut media MHA disterilisasi menggunakan autoklaf
pada suhu 121°C. Selanjutnya media MHA dituang ke dalam cawan petri steril
masing-masing 15 mL secara aseptis.

3.8.3 Pembuatan biakan murni

Bakteri uji E. coli yang diremajakan dengan menggoreskan bakteri
menggunakan jarum ose pada media NA yang di dalam tabung reaksi dan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
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3.8.4 Peremajaan bakteri uji

Bakteri E. coli yang tumbuh dibiakkan dengan mengambil koloni bakteri
menggunakan jarum ose pada media agar miring dalam kondisi aseptis, kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.

3.8.5 Pembuatan suspensi Mc Farland 0,5

BaCl, 1% sebanyak 0,05 mL dicampur dengan H,SO, 1% sebanyak 9,95
mL hingga setara dengan 1,5x10®° CFU/mL. Selanjutnya divortex sampai
campuran H,SO, 1% dan BaCl, menjadi homogen. Setelah itu larutan Mc
Farland diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer Uv-Vis pada
panjang gelombang 625 nm dalam rentang 0,08-0,1.

3.8.6  Suspensi E.coli (inokulum)

Pembuatan suspensi E.coli dilakukan dengan cara mengambil koloni E.
coli pada media NA sebanyak 4-5 koloni dengan menggunakan jarum ose ke
dalam 10 mL NaCl 0,9% yang kemudian divortex hingga homogen. Kekeruhan
dari suspensi bakteri tersebut disesuaikan dengan kekeruhan bakteri
1,5x108CFU/mL (suspensi McFarland 0,5). Semua proses pembuatan suspensi
bakteri dilakukan secara aseptis.

3.8.7 Pembuatan kontrol negatif

Pembuatan kontrol negatif dilakukan dengan memipet 1 mL DMSO 100%
yang kemudian dilarutkan ke dalam 10 mL aquades sehingga didapatkan
konsentrasi DMSO 10%.

3.8.8 Penyiapan kontrol positif

Kontrol positif menggunakan cakram gentamisin 10 pg yang diperoleh
dari Laboratorium Bagian Biologi.
3.8.9 Pembuatan larutan uji

Pembuatan larutan uji dilakukan dengan menimbang ekstrak sebanyak 100
mg, 200 mg, 300 mg, dan 400 mg yang kemudian masing-masing dilarutkan
dengan 1 mL DMSO 10% sehingga didapatkan konsentrasi uji 10%, 20%, 30%,
dan 40% b/v.
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3.8.10 Penentuan aktivitas antibakteri

Kegiatan ini dilakukan untuk mengetahui adanya aktivitas antibakteri dari
ekstrak etanol daun G. augusta Merr. yang dilakukan menggunakan metode difusi
cakram. Permukaan media MHA diinokulasi dengan mengambil inokulum bakteri
dari suspensi bakteri yang telah disiapkan sebanyak 10 pL. Kemudian suspensi
yang telah diletakkan pada media MHA diratakan dengan menggunakan spreader.
Selanjutnya letakkan kertas cakram yang telah terisi larutan uji pada media MHA.
Kontrol positif dan kontrol negatif juga diletakkan pada media MHA. Setelah itu
cawan petri dibungkus dengan plastic wrap, lalu diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C menggunakan inkubator. Ekstrak yang memiliki aktivitas antibakteri
akan berdifusi ke media agar dan menghambat pertumbuhan strain bakteri yang
diuji. Pengukuran diameter zona hambat dilakukan dengan mengukur diameter
zona bening yang terbentuk di sekitar kertas cakram dengan menggunakan jangka
sorong. Pengukuran dilakukan sebanyak 3 replikasi pada masing-masing

konsentrasi uji.

3.3 Analisis Data

Data hasil diameter zona hambat yang diperoleh diuji homogenitas dan
normalitas terlebih dahulu. Jika data yang dihasilkan homogen dan terdistribusi
normal, maka dilanjutkan analisis menggunakan uji One Way ANOVA. Uji One
Way ANOVA dilakukan untuk mengetahui adanya perbedaan yang signifikan
pada kelompok, kemudian dilanjutkan dengan uji LSD untuk mengetahui
kelompok mana saja yang memiliki perbedaan yang signifikan. Hasil uji One
Way ANOVA dan LSD dikatakan signifikan jika p <0,05 dengan tingkat
kepercayaan 95% (o = 0,05). Jika data tidak terdistribusi normal dan tidak
homogen, data diuji statistik non parametrik menggunakan uji Kruskal-Wallis
dan apabila diperoleh hasil yang signifikan maka dilanjutkan dengan Man-
Whitney (Sudjana, 2000).
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3.4 Skema Kerja

[ Determinasi tanaman H Daun Gardenia augusta ]

dilakukan sortasi, pencucian,

y dan pengeringan

[ Simplisia daun G. augusta

dihaluskan

[ Serbuk daun G. augusta ]

dimaserasi menggunakan

yetanol 96%, diuapkan

[ Ekstrak etanol daun G. augusta ]

-
Skrining fitokimia Uji aktivitas antibakteri
metode cakram
_
\4
[ Data }
yAnaIisis data
A

[ Kesimpulan }

Gambar 3.2 Skema kerja penelitian
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BAB 5. KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan pada penelitian ini dapat diambil

kesimpulan sebagai berikut;.

1.

Ekstrak etanol daun G. augusta Merr. positif mengandung alkaloid, saponin,
flavonoid, terpenoid, polifenol, steroid dan negatif mengandung tanin.
Ekstrak etanol daun G. augusta Merr. memiliki aktivitas antibakteri terhadap
pertumbuhan E. coli pada konsentrasi 10, 20, 30, dan 40% b/v yang
dibuktikan dengan zona hambat yang dihasilkan berturut-turut sebesar
6,43+0,02, 7,35£0,05, 8,42+0,03, dan 9,45+0,04 mm.

Berdasarkan uji One Way ANOVA dan LSD vyang telah dilakukan,
diperoleh p=0,000, hal ini menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
pada diameter zona hambat yang dihasilkan oleh konsentrasi 10, 20, 30, dan
40% b/v ekstrak etanol daun G. augusta Merr. terhadap E. coli.

5.2 Saran

Dari hasil penelitian yang diperoleh, perlu dilakukan lebih lanjut

mengenai;

1.

Penelitian lebih lanjut dalam memisahkan senyawa aktif dalam ekstrak
etanol daun G. augusta Merr. yang berpotensi sebagai aktivitas antibakteri.
Penetapan kadar total dari senyawa aktif dalam ekstrak etanol daun G.

augusta Merr. yang berpotensi sebagai aktivitas antibakteri.
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LAMPIRAN

Lampiran A. Hasil Determinasi Tanaman G. augusta Merr.

Kode Dokumen : FR-AUK-064
Revisi 10

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
POLITEKNIK NEGERI JEMBER
LABORATORIUM TANAMAN
Jalan Mastrip Kotak Pos 164 Jember - 68101 Telp. (0331) 333532 - 333534 Fax.(033 1) 333531
E-mail : Polije@polije.ac.id Web Site : http//www.Polije.ac.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TANAMAN
No: 10/PL17.3.1.02/LL/2019

Menindaklanjuti surat dari Wakil Dekan I Fakultas Farmasi Universitas Jember No:
901/UN25.13/LL/2019 perihal Permohonan Identifikasi Tanaman dan berdasarkan hasil

pengamatan pada spesimen tumbuhan yang dikirimkan ke Laboratorium Tanaman, Jurusan

Produksi Pertanian, Politeknik Negeri Jember oleh:

Nama : Mohammad Thahir; I Wayan Seniarta; Siti Nur Azizah Hasyim
NIM :152210101135; 152210101118; 152210101127
Jur/Fak/PT  : Fakultas Farmasi/ Universitas Jember

maka dapat disampaikan hasilnya bahwa spesimen tersebut di bawah ini (terlampir) adalah:
Kingdom:  Plantae;  Devisio:  Spermatophyta; ~Sub  Devisio:Magnoliophyta;  Kelas:
Magnoliopsida; Sub Kelas: Asteridae; Ordo: Rubiales; Famili: Rubiaceae; Genus: Gardenia

; Spesies: Gardenia augusta, Merr.

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.
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be=Lilik Mastuti, MP
NIP. 195808201987032001
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Lampiran B. Hasil Rendemen Ekstrak Etanol Daun G. augusta Merr.

Berat serbuk kering G. augusta Merr ~ =200,05 gram

Berat gelas =101,95 gram
Berat gelas+ berat ekstrak kental = 142,47 gram
Berat ekstrak kental =40,52 gram

__ berat ekstrak kental

Perhitungan % Rendemen X 100%

"~ berat serbuk kering

_ 40,52 gram
200,05 gram

=20,25%

x 100%

43
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Lampiran C. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Daun G. augusta Merr.

Keterangan: (a) Blangko
(b) Penambahan pereaksi Dragendroff terdapat endapan merah jingga
(c) Penambahan perekasi Mayer tidak terjadi perubahan warna
(d) Penambahan pereaksi Wagner terdapat endapan berwarna coklat

Noda berwarna jingga

Gambar KLT Alkaloid dengan fase diam silica gel Fs4, fase gerak etil asetat:metanol:air
(9:2:2), dan penampak noda dragendroff
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Keterangan: (a) Uji buih sebelum dikocok kuat
(b) Uji buih setelah dikocok kuat menghasilkan buih setinggi 3 cm

(c) Blangko
(d) Uji Libermann-Burchard terdapat perubahan warna menjadi hijau biru

(e) Uji Salkowski terdapat cincin berwarna merah

Noda berwarna ungu

Gambar KLT (f) Sapogenin Steroid atau Triterpenoid dan (g) KLT Terpenoid atau Steroid
Bebas dengan fase diam silica gel F,s,, fase gerak n-heksana:etil asetat (4:1), dan pen
ampak noda anisaldehid asam sulfat
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Keterangan: (a) Blangko
(b) Uji Bate-Smith dan Metcalf terdapat perubahan warna ungu
() Uji Wilstater terdapat perubahan warna menjadi merah pucat

Noda berwarna kuning intensif

Gambar KLT Flavonoid dengan fase diam silica gel Fs4, fase gerak butanol:asam asetat
glasial:air (4:1:5), dan penampak noda uap ammonia
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Keterangan: (a) Blangko
(b) Uji Gelatin tidak terdapat endapan berwarna putih
(c) Uji Ferriklorida terdapat perubahan warna menjadi warna hijau biru hingga
hitam

Noda berwarna hitam

Gambar KLT Polifenol dengan fase diam silica gel F,s4, fase gerak kloroform:etil asetat
(9:1), dan penampak noda FeCl;
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Lampiran D. Perhitungan Konsentrasi Uji ekstrak Etanol Daun G. augusta Merr.

e Konsentrasi 10% b/v

10% blv = 010064 , 14094
1mL

Menimbang ekstrak sejumlah 0,1006 g kemudian dilarutkan dalam 1 mL DMSO
10%, selanjutnya divortex hingga larut.
e Konsentrasi 20% b/v
20% biv =220199 5 1000
1mL
Menimbang ekstrak sejumlah 0,2010 g kemudian dilarutkan dalam 1 mL DMSO

10%, selanjutnya divortex hingga larut.

e Konsentrasi 30% b/v

°'3°°i 9 % 100%

30% biv =
Menimbang ekstrak sejumlah 0,3005 g kemudian dilarutkan dalam 1 mL DMSO

10%, selanjutnya divortex hingga larut.

e Konsentrasi 40% b/v

04018 g

40% biv T © 100%

Menimbang ekstrak sejumlah 0,4018 g kemudian dilarutkan dalam 1 mL DMSO
10%, selanjutnya divortex hingga larut.
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Lampiran E. Hasil Uji Aktivitas Antibaktreri ekstrak Etanol Daun G. augusta Merr.

Tabel hasil pengamatan diameter zona hambat ekstrak etanol daun G. augusta

Merr. terhadap E. coli

Diameter zona hambat (mm)

Pengukuran

Replikasi diameter ke- 10% 20% 30%  40% K+ K-
1 6,6 7,5 8,5 9,6 19,6 0,00

1 2 6,3 74 82 94 191 0,00
3 6,4 715 845 9,2 19,4 0,00

1 6,3 7,6 845 955 19,7 0,00

2 2 6,45 74 85 93 194 0,00
3 6,6 7,2 8,3 95 1965 0,00

1 6,5 7,55 8,6 96 1955 0,00

3 2 6,45 7,45 8,6 945 19,6 0,00
3 6,45 7,3 8,45 9,4 19,3 0,00

Tabel hasil pengamatan diameter zona hambat ekstrak etanol daun G. augusta

Merr terhadap E. coli dan perhitungan SD, CV

Diameter zona hambat (mm)

Replikasi 10% 20% 30% 40% K+ K-
1 6,43 7,35 8,38 9,40 19,37 0,00
2 6,45 7,40 8,40 9,45 19,40 0,00
3 6,47 7,45 8,43 9,48 19,46 0,00
Rata-rata 6,43 7,35 8,42 9,45 19,58 0,00
SD 0,02 0,05 0,03 0,04 0,05 0,00

Cv 0,003 0,007 0,003 0,004 0,002 0,00
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Lampiran F. Hasil Uji Statistik Ekstrak Etanol Daun G. augusta Merr.

Hasil Uji Normalitas dan Homogenitas

Tests of Normality®

50

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Stati Statisti
KONSENTRASI stic df Sig. C df Sig.
DAYA_ Konsentrasi 10% ,175 3 1,000 3| 1,000
HAMB  Konsentrasi 20% | ,175 3 1,000 3| 1,000
AT Konsentrasi 30% | ,219 3 987 3| 780
Konsentrasi 40% 232 3 ,980 3 , 126
Kontrol Positif ,253 3 ,964 3 ,637

Jumlah kelompok uji <50, maka yang dilihat adalah hasil Test of Normality Shapiro-

Wilk. Nilai kemaknaan yang diperoleh >0,05. Hal ini menunjukkan bahwa data

terdistribusi normal.

Test of Homogeneity of VVariances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1,626 5 12 227

Significancy Test homogenity menunjukkan angka 0,157 (p>0,05) menunjukkan bahwa
tidak ada varians antara kelompok uji yang dibandingkan dengan kata lain “varians data

sama atau homogen”.

Hasil Uji One Way ANOVA dan LSD

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between 592,764 5 118,553| 97887,596| 000
Groups
Within Groups ,015 12 ,001
Total 592,778 17

Nilai p yang diperoleh adalah 0,000 (p<0,05) yang artinya terdapat perbedaan bermakna
pada nilai zona hambat pada semua kelompok uji.
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Post Hoc Tests

Multiple Comparisons
Dependent Variable: DAYA_HAMBAT

o1

LSD
|(|) ) Mean DifferencelStd. 95% Confidence Interval
KONSENTRASI KONSENTRASI |(I-J) Error  |Sig. Lower Bound |Upper Bound
Konsentrasi 10% Konsentrasi 20% |-,95000" ,02841 [,000 -1,0119 -,8881
Konsentrasi 30% |-1,95333" ,02841 [,000 -2,0152 -1,8914
Konsentrasi 40% |-2,99333" ,02841 |,000 -3,0552 -2,9314
Kontrol Positif -12,96000" ,02841 |,000 -13,0219 -12,8981
Kontrol Negatif ~ |6,45000" ,02841 |,000 6,3881 6,5119
Konsentrasi 20% Konsentrasi 10% |,95000" ,02841 |,000 ,8881 1,0119
Konsentrasi 30% |-1,00333" ,02841 |,000 -1,0652 -,9414
Konsentrasi 40% |-2,04333" ,02841 |,000 -2,1052 -1,9814
Kontrol Positif -12,01000 ,02841 |,000 -12,0719 -11,9481
Kontrol Negatif ~ |7,40000" ,02841 |,000 7,3381 7,4619
Konsentrasi 30% Konsentrasi 10% |1,95333" ,02841 |,000 1,8914 2,0152
Konsentrasi 20% |1,00333" ,02841 [,000 ,9414 1,0652
Konsentrasi 40% |-1,04000 ,02841 |,000 -1,1019 -,9781
Kontrol Positif -11,00667" ,02841 |,000 -11,0686 -10,9448
Kontrol Negatif ~ |8,40333" ,02841 |,000 8,3414 38,4652
Konsentrasi 40% Konsentrasi 10% [2,99333" ,02841 1,000 2,9314 3,0552
Konsentrasi 20% |2,04333" ,02841 [,000 1,9814 2,1052
Konsentrasi 30% |1,04000 ,02841 [,000 ,9781 1,1019
Kontrol Positif -9,96667" ,02841 |,000 -10,0286 -9,9048
Kontrol Negatif ~ [9,44333" ,02841 |,000 09,3814 9,5052
Kontrol Positif ~ Konsentrasi 10% |12,96000 ,02841 |,000 12,8981 13,0219
Konsentrasi 20% [12,01000 ,02841 |,000 11,9481 12,0719
Konsentrasi 30% |11,00667" ,02841 [,000 10,9448 11,0686
Konsentrasi 40% 9,96667" ,02841 |,000 09,9048 10,0286
Kontrol Negatif ~ [19,41000 ,02841 |,000 19,3481 19,4719
Kontrol Negatif ~ Konsentrasi 10% |-6,45000" ,02841 (000 -6,5119 -6,3881
Konsentrasi 20% |-7,40000" ,02841 [,000 -7,4619 -7,3381
Konsentrasi 30% |-8,40333" ,02841 [,000 -8,4652 -8,3414
Konsentrasi 40% |-9,44333" ,02841 |,000 -9,5052 -9,3814
Kontrol Positif -19,41000 ,02841 |,000 -19,4719 -19,3481

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Semua nilai p yang diperoleh 0,000 (p<0,05). Hal ini menunjukkan terdapat perbedaan

yang bermakna zona hambat pada semua kelompok konsentrasi uji.
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